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1. Bevezetés

A 2000-es évek elején a folyékony lGzemanyagok 97%hég I5olajbdl allitottak eb.
Annak érdekében, hogy az aremelkedések és a vgitmitikai helyzet miatt cstkkentsék
a fosszilis Uzemanyagoktdl valé flgggget, a kormanyok nagyszabasu kutatdsok
elinditasat kezdeményezték az alternativ folyékimgmanyagok megujulé forrasokbal,
nagy mennyiségben tori@rloallitdsara. Az Eurdpai Unid céluizte ki, hogy 2030-ig a
kozlekedésben felhasznalt Gzemanyagok 25%-a bicdizgag legyen. llyen mennyiségek
esetében a cukorrépabol, cukornadbol vagy kukadicasallitott, el generacios
bioetanol nem elegetigd raadasul élelmiszer-alapanyagok felhasznalasanarzgag
elééllitasa céljabol ésen vitatott. Ennek eredményeként a lignocellulimmiassza felé
terebdott a figyelem, mivel megkézealieg 70% poliszacharidbdl all. Egyarant
felhasznalhatbak a fas- és lagyszaruak. Utobbiréddagé a nagy mennyiségben
rendelkezésre &ll6 mégazdasagi melléktermékek, ugy, mint a kukoricaszagy a

blUzaszalma.

Napjainkra a bioetanol-gyartas enzimes Utja kexidutatasok k6zéppontjaba a biomassza
monomer cukrokka alakitaséat tekintve. A celluléidkgizza tortéé enzimes hidrolizise a
bioetanol edéllitasanak egyik legfontosabb lépése. A cellulaZital katalizalt 1épés
heterogén folyamat, melyre jellet)zhogy szamos tényézefolyasolja, tovdbba magas
konverziéfoknal nagymeérték reakciésebesség-csokkenés figydihemmeg. Annak
érdekében, hogy a hidrolizis minél hatékonyabbariosuion meg, szikséges
sebességének és hozaméanak novelése, a folyamah&iyi@inek optimalizaldsa, valamint
fejlesztést igényel az enzimek tekintetében is.kBzea terlleteken azéeklépés efsen
flgg az enzim-szubsztrat kolcsbonhatasok és a m@sdoesseg-csokkenés okainak
kvantitativ leirdsatél, azok pontossagatol. Az hidrolizis kinetikai modellezése
segitséget nydjt mindehhez, hiszen egy medfelehodell joI hasznalhaté a
reakciokorilmények optimalizalasanal, kisérletteéamél, és amellett, hogy hasznos
elérejelzd eszkoz is, segitségével csokkenihetkisérletek szama. Olyan fontos térdyez
szerepelnek benne, melyek befolyasoljdk a reakdg)y, segit az enzimes hidrolizis

kinetikajanak leirasaban és megértésében.



Az elmult években jeletisen megnovekedett az enzimes hidrolizis kinetildjav
foglalkozé publikacidok szama. Ugyan a celluldzolgnbcelluléz biomasszan valé
miitkodésének pontos mechanizmusa még nem ismerpa@aomban fellelhét modellek
tobb, az enzimaktivitAst és a reakciésebességetolyebldé tények hatasat
megmagyaraztak. A modellek megalkotasahoz és Vasidhoz kilonbdrfeltételezéseket
alkalmaztak a sebességcsokke@nyesdk és az alapvétenzim-szubsztrat kélcsonhatasok
tekintetében, ugyanakkor tovabbi vizsgalatok, késéadatok sziikségesek ezen feltevések

bizonyitdsahoz.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A bioetanol

A bioetanol olyan alkohol, melyet magas cukor-, keyi- vagy lignocellul6z-tartalmu
novenyekdl allitanak eb. El6szor Nicholas Otto (az Otto-motor feltalaloja)
kezdeményezte az etanol motorhajtéanyagként vapniddatat 1860 koril. Az érdéklés
a bioetanol irdnt ékzor az 1970-es években, az olajarrobbanas utdekedett meg
elsssorban az Amerikai Egyesiilt Allamokban, és nagyégalkutatasok indultak annak
érdekében, hogy &egitsék a fenntarthatd, megujulé forrasokbol saadmalternativ
Uzemanyagok fejldését. Ezen programok tdmogatasa mellett addkedramkkel is
0sztonozték az ipart arra, hogy nagy mennyiséghétsoa eb bioetanolt, aminek
kovetkeztében az éves termelés az 1983-as 750 ritrr6l 20 év alatt 10,9 milliard
literre nbvekedett. Ez a mennyiség 2010-re elét&lamilliard litert, és ez a tendencia
azota is folytatodik [1]. Nemcsak az USA-barbttnmeg az igény az alternativ
hajtbanyagok irdnt: az Eurdpai Unié céluizte ki, hogy 2030-ig a kozlekedésben

felhasznalt tzemanyagok 25%-a biomasszabdl szarlegyén [2].

A kutatdkat az élelmiszerarak ezzel egyiitt tdtémelkedése, valamint az egyre nagyobb
igény 0Osztbnozte arra, hogy a kukorica, a cukorrépgy a cukornad helyett mas,
tarsadalmilag is sokkal elfogadhatébb forrast lssesk a bioetanol-gyartashoz. A
lignocelluléz biomassza alkalmasnak bizonyult erae célra, hiszen példaul a
mezigazdasagi melléktermékek (kukoricaszéar, buzaszalstia) nagy mennyiségben
allnak rendelkezésre. A kornyezetvédelmi és fetimidédsagi szempontok mellett szerepet
jatszik az is, hogy az alapanyagforrasok foldragggokkal jobban el vannak osztva, mint a
fosszilis energiahordozok. A kutatasokon alapulglesetések célja a gazdasagos
megvaldsithatdésag, olyan technoldgia kidolgozasay mz olcs6 és hatékony enzimekre,

alapanyagokra és az eredményes folyamattervezeszpantosit.

A masodik generacios lignocelluloz alapl bioetagydstas négy & lepésil All:

elokezelés, hidrolizis, fermentacio, elvalasztas drap A miveletsor tartalmazhatja az
enzimtermelést is, amennyiben nem kereskedelminmd@azitményeket hasznélnak a
folyamatban. Van azonban olyan 6sszefoglalé pubikd3], amely ide sorolja a
megfeleb biomassza kivalasztasat is, jelezve ezzel, hogyéiten fontos az, hogy milyen

szubsztrattal dolgozunk.
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1. abra
A masodik generacios lignocelluldéz alapl bioetayy@rtas I1épései

2.2 A lignocellul6zok szerkezete

A lignocellul6z biomasszanak haro dsszeteje van: celluloz, hemicellul6z és lignin
(2. abra). A gazdasagos megvaldsitdst nagy ménéldagitené, ha mind a harom
komponenst fel lehetne hasznalni. Kozulik a ceflus a hemicellul6z szolgélhat
kiindulasi alapanyagként bioetanobéllitdsahoz, ezek a teljes biomassza korilbeliil-70%
at teszik ki [4], és a ligninhez kovalens illetveldogénkotésekkel kapcsolodnak. Ez a
szerkezetet meglelisten stabilla és ellenallova teszi a lignocellul@ol kezelésekkel

szemben.
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2. abra
A lignocellulézok szerkezete [3]



A cellul6z a ndvényi sejtfalsf alkotdja, melyben a glik6zmolekulak egymasB@k- 4)
glikozidos kotésekkel kapcsolodnak, és tobb ezgsé@gnyi hosszu lancot alkotnak. Az
szomszédos lancok hidrogénhidakkal ckiitek egymashoz, ezaltal 6er kristalyos
szerkezetet létrehozva: ezek alkotjak az elemiokast Mivel az iparban elsorban
alkalmazott éles#t a Saccharomyces cerevisiasak a hat szénatomos cukrokat (példaul
glukdzt) képes etanolla fermentélni, ezért a masagitneracidés bioetanolédllitas
legfontosabb Iépése a celluldéz hidrolizise egysrekrokkd. Az 6t szénatomos cukrokat
nagy aranyban tartalmazo hemicellulézbdl tGst@yartashoz az 6t (D-xil6z, L-arabin6z)
és a hat (D-glukéz, D-galaktéz, D-manndz) szénatooukrok egyuttes fermentéacidjara
van sziikség, de erre ez az élégamba egyedil vagy genetikai modositasok nélkul nem
képes.

2.3 A lignocellul6z biomassza &tezelése és enzimes hidrolizise

A noveényi szénhidratok enzimes hidrolizise két médsl torténhet: a folyamatot
katalizalhatja sav (példaul kénsav) vagy enzimazebbbiekkel szemben szamos$m®ye
létezik az enzimes technologiaknak. Ennek kovebertéaz utdbbi idben a bioetanol-
gyartds enzimes Utja kerilt a kutatasok kozéppoatg biomassza monomer cukrokka
alakitasat tekintve, melyeket aztan bioetanollnéntalnak. A biomassza szerkezétéb
kovetkeden azonban a celluléz természetes formajaban nkeahmals biokonverzidra, a
hidrolizis ebtt hozzaférheivé kell tenni azt az enzimek szaméra. A lignin ugyaBsen
kotédik hozza a novényi sejtfalban, ezaltal nemcsakiza de az enzimek sem tudnak
behatolni a cellulézrostok kozé. A lignin irrevdritisen gatolja az enzimikddést, igy a
folyamat sikeres kimeneteleésen fligg az ékezelés, azaz a lignin eltavolitasanak vagy

mobdositasanak hatékonysagatol.

Az elékezelés feltétele a minimalis energiabevitel ésskgihatékonysag mellett, hogy ne
jarjon anyagveszteséggel, és korlatozott legyemhibitorok képsdése. Az dlkezelés
lehet fizikai (extrazid,orlés, y-, elektron- vagy mikrohullama sugarzas), termokami
(g6zrobbantas), kémiai (savas, lugos, szerves sava®ms i folyadékokkal tortén

elokezelés) vagy biologiai (rothaszté gombakat alkaldailletve ezek kombinacioja [3].



A cellulézlancok glukézegysegekke torédrbontasat a cellulaz enzimrendszer végzi:
» endoglikanazqkmelyek véletlenszéen hasitjak g(1-4) glikozidos kotéseket a
cellulézlanc belsejében;
« cellobiohidrolazok melyek cellobiézt szabaditanak fel a lanc végér
» p-glikozidazok melyek a cellobiozt glikozza  alakitigk, és a
cellooligoszacharidokrél glikézegységeket hasitdeak
Ezek egylttesen végzik a celluloz hidrolizisét, (@) hozzaférhéwé teszik a kdvetkeéz
enzim szamara a szubsztratot. A folyamat heteroggkciok sorozataként irhaté le, azaz a
celluldzok vizes kézegben reagalnak az oldhatatterkezetét tekintve igen stabil
szubsztrattal. A fenti enzimrendszerek termelésd téerob baktériumnal és gombanal
megfigyelhed. Ezek kozul alrichoderma reesegs azAspergillus nigera két legtobbet

tanulméanyozott [2].
A lignocellulézok enzimes hidrolizisét befolyastdihyedket az 1. tablazat foglalja 6ssze.

1. tAblazat
A lignocellulézok enzimes hidrolizisét befolydstdiyesk csoportositasa

Szubsztrathoz kapcsolodd  Enzimhez kapcsolédo

Reakciokdriimények tényesk tényesk

szubsztratkoncentracio
lignin jelenléte

homérséklet N . _ y

feltlet nagysaga enzimadszorpcié

pH kristalyossa e

i . y . g termékinhibici6
fordulatszam porusmeret

polimerizaci6 foka
hemicellul6z-tartalom

A celluléz glikozza tortéh enzimes hidrolizisének eredményességét az jellehugy
megvaldsult-e a monomer cukrokka alakulas, illedvezubsztrat szénhidrattartalmanak
hany szazaléka szabadult fel oldhaté cukrokkéntlegtobb esetben a cellulozbal

keletkezett glik6z hozamaval adjak meg az enzinwkslfzis hatékonysagat.



2.4 Az enzimes hidrolizis kinetikai modellezése

A masodik generéacidés, azaz a lignocellul6z alametainol-gyartas jelets hatranya az
elsh generacids technoldgiaval szemben, hogy koltsggkal nagyobbak. Az enzimes
hidrolizis gazdasagi szempontbdl is egyik kulcstépéz elallitasnak [5], igy kiemelt
fontossagu ezen folyamat kortlmeényeinek optimadiza) a reakciésebesség és a hozam
novelése, nem utolsé sorban pedig az enzimekettéérigjlesztések. Mindehhez
elengedhetetlen az enzim-szubsztrat kdlcsonhatésolt sebességcsokkenés okainak, a
folyamatot befolyasold6 tény8k hatasdnak pontos, kvantitativ leirdsa. Az
enzimkinetikaval foglalkozé kutatasok egy részeaairanyul, hogy a cellulazok
mikodésének mechanizmusat feltarja, leirja, a madikfpedig modellek kifejlesztését
tizi ki célul. A kinetikai modell a folyamat allapotdk idbbeli valtozasat koveti, és
matematikai O0sszefliggéseken keresztll ad vélasai hogy bizonyos paraméterékt
hogyan fiigg annak sebessége. A cellul6z hidrohiekédbeli alakulasa jellemezhieta

folyamat soran felszabadul6 cukrok, leggyakrabbglilkbz mennyiségével.

Egy megfelad modell jéI hasznalhatdé a reakcidkorilmények oplimagasanal,
Kisérlettervezésnél, hiszen segitségével csokkignshkisérletek szama, emellett hasznos
elérejelzd eszkdz is az eredményeket ifleh. Olyan fontos tényék szerepelnek benne,
melyek befolydsoljak a reakciot, igy segit az erarhidrolizis kinetikajanak leirasaban és
megértésében. Az irodalomban fellethemodellek tébb, az enzimaktivitast és a
reakciosebességet befolydsol6 téyehatdsat megmagyaraztdk, de a celluldzok
lignocelluléz-tartalmi biomasszan valbéikddésének pontos mechanizmusa még nem
ismert, vagy a korabban felirt 6sszefliggések csainipos korlatok mellett alljdk meg a
helylket. Ezért tovabbi vizsgélatok, kisérleti alasziikségesek a megtéwnodellek
fejlesztéséhez. A modell megfdis€gét tovabba igazolni kell azaltal, hogy a
megalkotasahoz felhasznalt eredmeények kisédewiers korulmények kozott is jol irja

le a folyamatot (példaul kulonb&zszubsztratkoncentraciok, enzimdozisok vagy akar
szubsztratok esetén). Az dsszefliggések validakdsat telengedhetetlen ahhoz, hogy
megbizonyosodjunk arrél, hogy a Iétrehozott mosedlesebb kdrben is alkalmazhato.

Az enzimes hidrolizis kinetikai modellezésének émstigat mutatja, hogy az elmdit
években egyre tobb publikéacié foglalkozott a folygdot leiré matematikai 6sszefliggések

vizsgélataval, fejlesztésével [6-28].



2.5 Az irodalmi modellek bemutatasa

A lignocellulézok enzimes hidrolizisének kinetikagm folyamat heterogén (szilard-
folyékony) természetéb adoddan eltér a hagyoméanyos, Michaelis-Mentea-fél
enzimkinetikatél, és ugyanezen okbdl kifolydlag lsalk 6sszetettebb is. Egy 2009-ben
kozolt 6sszefoglald publikacio [6] feldolgozza aldmy felallitott modelleket. Az enzimes

hidrolizis hat & lépését kuloniti el, ezt a szamot a heterogérafobttal indokolja:

1. Cellulazok adszorpcidja a szubsztratra & ledegység altal

2. Cellobiohidrolaz elhelyezkedik a lanc végén, illeae endoglikanaz a hasithato
kotésnél

3. Enzim-szubsztrat komplex kialakuldsa (cellobiohiélzo esetében a lancvég a
katalitikus alegységbe kertl)

4. B-glikozidos kotések hidrolizise, ezzel egyideg az enzim tovabbhalad a
cellulézlanc mentén

5. Cellulaz enzimek deszorpcidja a szubsztratrol, \adyilletve a 2. vagy 3. 1épések
megismétlése, hacsak a katalitikus egység el ndiknaséanctol

6. B-glukozidaz (ha jelen van az enzimkeverékben) liilpa a cellobiozt gliik6zza

Ezen felll a termékinhibicié és a szubsztrat talaghgainak valtozasai is befolyasoljak a

fenti lepéseket a hidrolizis alatt.

A fent emlitett publikacio a modelleket az alapjhagy milyen megkdzelitést és mddszert

alkalmaznak, négy csoportba sorolja:

Kisérleti (empirikus) modellek
Michaelis-Menten kinetikan alapulé6 modellek

Adszorpciés modellek

H wDnh PR

Oldhat6 szubsztratokhoz kifejlesztett modellek

Az emlitett 6sszefoglalé kdzlemény az addigi madellelvonultatasa és csoportositasa
mellett néhany példara tér ki részletesebben. Alibiakban ezen tulmutatéan mutatok be
modellezési kisérleteket, azok eredményeit, kilde&mtettel az idézett publikacio utan

megjelentekre.
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Jo példa a kinetikai modellek alkalmazéasara, hagyerzimkinetika és a fizika-kémiai
paraméterek kozotti Osszefliggéseket mutatjia be @&§P7-es publikacio [7].
Megallapitottdk, hogy az enzimhez hozzéaféstetilet nagysaga iranyitja lebontast, ezzel

pedig a tovabbi kutatdsokhoz adnak alafkénhdulépontot.

Biol6giai és biokémiai tulajdonsagok egyarant szelegk abban a modellben [8],
amelynél a kisérletekhez mikrobakéntTachoderma reesdi hasznaltak. A mikrobat
jellemzs két dsszefiggés mellett a celluldz szubsztratdd reegkdbddését, valamint a
konverzié novekedésével tortemeaktivitascsokkenést vették figyelembe. Ez a riode

azonban csak akkor hasznalhatd, ha vannak enzinerketb mikrobak is a rendszerben.

Az el®s- és masodrerid enziminaktivalodason alapul egy 2010. évi mod8l. [Egy
korabbi, optimalizalasra megalkotott 6sszefigg@&8] modositottak, a kisérleti adatokat
gézrobbantassal ékezelt buzaszalmaval végzett hidrolizis eredmésyelgaltattak. Két
haromparaméteres 6sszefiiggést adnak meg, melyelzedggn alkalmazhatdk, kébb
masok is felhasznaltak, eliénizték alkalmazhatésagukat [11]. A kovetketejezetben
részletesen bemutatobket, és kitérek a vizsgalatukra is. Zhuoliang éskatarsai [12],
akik modellszubsztratokkal dolgoztak, szintén azszadbedlt celluldz inaktivalédasat
vették alapulpk azonban csak dleendiként tekintettek a folyamatra. A reakcidosebességre
adtak meg Osszefliggést, és a kisérleti adatokstatdtasaval j6 eredményeket kaptak, de

az ebz6 modell a gyakorlat szamara alkalmazhatébbrinkt

Nem csak a szubsztrat szempontjabol szamit egykshid& a Leymus triticoideq13]
enzimes hidrolizisével foglalkozo publikacié. A yamat leirdsara olyan modellt
fejlesztettek ki, amelyik egy homogén reakcioét Igdabz - glukdz) és két heterogén
reakciot foglal magaban (celluléz cellobi6z és celluléz glikéz). Ez az ets olyan
modell, amely beépitette a lignin reakciosebességlend hatasat az enzim cellulazra
tortérd adszorpciéjanak Lagmuir-izoterma szerinti leir@ags ezzel jeleisen javult az
elérejelzs-képessége. Figyelembe vette tovabba a hidroliaians keletke& termékek

(glukdz és cellobidz) altal fellégkompetitiv inhibiciot.
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Kadam és munkatéarsai [14] altalanos differencigedgteken alapuld, validalt modellje a

kovetked feltételezésekd indul ki:

— acelluléz-, cellobiéz- és glikozkoncentracidkhdn valtoznak,

— a sebességi egyenletek feltételezik az enzimadsporm Langmiur-izoterma
szerint,

— a celluléz hidrolizisének termékei, a glikéz a dalbz, valamint a xiloz
kompetitiven gatoljak az enzimes hidrolizist,

— minden reakcio feltételezi az Arrhenius-6sszeflgsgerinti lhmérsékletfiiggést,
ugyanakkor a valésagban ennek kulortm@k kell lennie az egyes enzimekre
nézve, hiszen mas @stabilitasuk mértéke, éspagliikozidaz a legstabilabb, igy ez
a feltételezés egysimités,

— acellobioz glukézza alakulasa a Michaelis-Menté&e-fodellt kdveti.

Két heterogén (cellul6z cellobi6zza és glukézz&kdbsa) és egy homogén (cellobidz
glikézza alakulasa) reakciot modelleztek. A parenedet kukoricaszaron veégzett
kisérletek eredményei alapjan hataroztdk meg. Atdmrmodellekhez képest Uj ezekben
az Osszeflggésekben, hogy figyelembe veszik aimiidzrciot, valamint g3-glikozidaz-

tartalom hatdsat. Hodge és munkatarsainak pubfijacil5] j6 példa a kinetikai

modellezés alkalmazaséra, hiszen a kisérleti mumddéett ezt a modellt is felhasznaltak
az enzimes hidrolizis folyamatanak optimalizaldsé&sa segitségével konnyebben tudtak

azonositani a gatl6 tényiket.

Az eddigiekdl jelentsen eltéé megkozelitést (populaciomérleg) alkalmaztak Se§ed
munkatarsai [16, 17]. HEként vizsgéltdk a celluldzlanc hosszanak alakuladsa
szempontjabdl az enzimes hidrolizist. A modelladkibr abbdl indultak ki, hogy a kotés
felboomlasa és az enzimes reakciéra valo fogékongsagllulozlancban elfoglalt hely
fuggvénye. Az el publikaciojuk az endoglikanazra, a masodik az kkamazra ir fel
osszefliggést. A modellalkotds megkozelitésének maetjdbdl Ujnak és egyedinek szamit

kdzlemeényuk.

Véljamae és munkatérai [18] a hidrolizis kezdetikeszanak kinetikajat vizsgéltak, és a
sebességcsokkenés hétterének feltardsan dolgdkraldltaluk megadott exponencialis
0sszefliggésben szerépbaramétereknek nincs fizikai jelentése, céljukevak adatok
konnyebb kezelhésége volt, és tovabbi megallapitasaikat ezekkehsaiottak ala. A

sebességcsokkenés korabban feltételezett okai ké@eikellobiéz Altal kivaltott
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termékinhibiciot vagy az enzim inaktivalodasat kizk a jelenség alslleges alidézi
kozul, a nem produktiv enzim-szubsztrat kotésekl akozott sztérikus gatlast és a

celluléz felszinének erdzidjat épitették be sziridi@kba.

Carillo és munkatarsainak [19] kozleménye buzaszallngos ebkezelésének a
reakciokinetikdra gyakorolt hatasat vizsgalja. A dwositott Henri-Michaelis-Menten
egyenletet alkalmaztak az enzimkoncentracié be$dlgak tanulmanyozaséara, ébb
szamoltak ki a kezdeti reakciésebességet. A kezadiessedth kiinduld dsszefliggések
hatranya azonban, hogy a rendszer fontos kine@kaszerkezeti jellendt nem veszik
figyelembe, példaul nem lehet tudni, hogy az diffimitalt-e vagy sem. Megvizsgaltak
egy masik modellt is, aminek két paramétere ledtta tulajdonsagot is, és ily modon
sokkal dsszetettebb kdvetkeztetések levonasarbralka

Gan és munkatarsai [20] publikicidjanak legnagyeébiékét az altaluk bevezetett U
paraméterek adjak. llyen a celluléz-hozzafé&sbétii koefficiens «), a fellletaktiv
cellulézkoncentraciés koefficieng3)( valamint a relativ nyir6ének Kkitett kdzegben
eltoltott idd (I'/T'may) (Minden, az enzim inaktivalodasat befolyasoldnriermékinhibicios
tényed ehhez a paraméterhez koti)etA kordbbi modellekhez képest részletesebb leiras
ad az enzimes hidrolizis kinetikajanak valtozé diik@jardl, ugyanakkor a széiz

elismerik, hogy nem veszik figyelembe a cellulakoékti szinergiat.

Percival Zhang és munkatarsainak [21] dsszefoghaldlikacioja az enzimes hidrolizis
kinetikai modelljeire is kiterjed. Munk4jukban beratnak egy lehetséges csoportositast a

modelleket illeben, és kitérnek ezek gyakorlati alkalmazhatoséigara

1. Nem mechanisztikus modelleidyan kisérleti adatokon alapulnak, amelyek nem
szamolnak az adszorbealt cellulozkoncentracidévalaszdalhatok adatok
O0sszehasonlitdséara, de tobbségik ndémodik azon kortilményeken kivil, melyek

kdzott megalkottakiket.

2. Félmechanisztikus modellekeépitették az adszorpciot, de a szubsztrat &flapo
csak a koncentracié, mint valtozé irja le (félmeubatikus a szubsztrat
szempontjabol), és/vagy egysiercelluldzhidrolizald aktivitason alapulnak
(félmechanisztikus az enzim szempontjabdl). Ily ool alkalmazhatok akkor,
amikor elég minimdlis informacio a rendsgrviszont tobb tényer hatdsat nem

tudjék leirni.
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3. Funkcionalis alapu modellekieépitették az adszorpciot, a koncentracion kivag m
szubsztratot jellentzvaltozot és a tébbszoérds enzimaktivitast is. Atkadak tehat
tobb ténye& hatasénak leirdsara, akér bioreaktorok tervezéséseont nem

nyUjtanak tovabbi jeledisebb informaciot a rendszékr

4. Szerkezeti alapu modellek: cellulazok komponenseinek szerkezetén, illewe a
enzimek szubsztratokkal valo kélcsonhatasain ategbul JOval szélesebb kdrben
alkalmazhatok, mint az @biek, tovabba megfelék a cellulaz szerkezete és

miitkddése kozti 6sszefliggések leiraséra.

Ugyanezen szebk [22] cellulaz enzimek kinetikajat leird6 modellgz el$, amelyet
egyféle paraméterkészlettel is eredményesen alkéhk&ilonbo# szubsztratokra. Eis
abban a tekintetben is, hogy tobb, az enzimes ligbez kapcsol6dé viselkedést leir.
Ezeknek kdszonhé&tn szélesebb korben alkalmazhat6, mint a korakdreddggések. A
modell differencialegyenletekball, és sebességi illetve disszociacios allando&apul.
A szerdk arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy két olyantds valtozd beépitése a
modellbe, amely a szubsztratot érinti, szamos g&lgrieirasadhoz elegehdeEsetiikben az
egyik ilyen paraméter a polimerizacio foka (DP)masik a cellulazok szadméara elékhet
felulet (Ry).

Mivel a kommundlis hulladéknak magas a szénhidtattaa, alkalmasnak talaltdk ezt is
bioetanol edéllitasara [23]. Ezen alternativ szubsztrat alkaisa €inyt jelenthet a
kiindulasi anyagok koltségeinek szempontjabol. Ablgdcioban szerepl egyszei,
exponencidlis 6sszefliggés segitségével mindékezatlési modhoz meghataroztak egy
idéallandot, mely azt a hidrolizis soran eltelbtigelenti, melynél a keletkezett gliikoz
szintje eléri azon glikézkoncentracio 63,2%-at,kaama reakciosebesség még éppen nem

kezd el csokkenni hidrolizis soran.

A konverziéfok idbeli alakuldsat irja le az a modell [24], mely aeen a
keresztszinergia (azaz ugyanazon mikroorganizmusiEkirmazé enzimek egyulttes
alkalmazasa hatékonyabb, mint kilon-kilon) jelees@gyakorolt hatasokat vizsgalta. A
két paraméter a maximalis konverziofok, illetveemnek eléréséhez szikségéds idind a
kett6t jelenthsen befolyasolta a megfigyelt két hatas, a deliggiio és a kristalyossag

mértéke.
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Egy, az egyuttes hidrolizist és fermentaciot (SSBimultaneous Saccharification and
Fermentation) vizsgalé tanulmanyban [25] megal&f#k, hogy az enzimes hidrolizis
reakciosebességének csokkenésében kevés szerepeseabsztratreaktivitasnak, ennek
leirAsdhoz elégnek bizonyult az enzim inaktivalddak és a termékinhibicionak a
figyelembe vétele. A modellben bevezettek tovablg ezubsztratfligy elzetesen
becsilt paramétert, melynek értékét a vizsgaltgyegsabban elhidrolizalé6 szubsztrat
esetében 1-nek vették, a tobbit pedig ehhez vistmitik.

Tobbféle szubsztrat és az ultrahangos sugarzasamatié vizsgalatarél szamol be a
modellalkotds soran Li és munkatarsai [26] kozleyeénEnnek megfeléen arra
vonatkozoan ko6z6l megallapitasokat, hogy kulowbogzubsztratok esetén mely
modellparaméterek térnek el; ilyen az enzim szuémz vald kddésének sebességi
allanddja, vagy az oligoszacharidok monoszachaki@lokalé bomlasanak egyensulyi
allandoja. Megéllapitottak ugyanakkor, hogy a szt fajtaja nem befolyasolja a
Michaelis-allandét (azaz az enzim affinitdsat dub@thoz), sem a kompetitiv inhibicié, K
konstansat. Az altaluk alkotott modellt vizsgalteegnegy masik szempontbdl az a
tanulméany, mely a pélmaolajédlllitas melléktermékeit alkalmazta szubsztratké].|
Megallapitottak, hogy a sebességi allandora hatzubsztrat részecskemérete, de a
Michaelis-konstanra nem. A székztovabbi modelleket vizsgalva azt tapasztaltalgyho
azok az oOsszeflggések jobban teljesitenek, melyakangéterként beépitik a

termékinhibiciot is.

Egy 2012. évi modell [28] drobbantassal é&kezelt, mosott buzaszalman veégzett
kisérletek eredményein alapul. Figyelemmel vanlyafoat heterogén voltara, és magaban
foglal egy preexponencidlis tény#z ami fligg az enzimkoncentraciotol, csokken a
hidrolizis ebrehaladtaval, és kifejezi a reakciésebesség csékiétnA kisérleteket allandé
enzimkoncentracio mellett, kilonb®homersekleteken végezték. A rendszer aktivalasi
energiaja valtozatlan a folyamat soran. A megalkaip 6sszefliggés a hidrolizis fokat

fejezi ki az id, az enzimkoncentracio és amerséklet fliggvényében.
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A fentieklol latszik, hogy milyen sokféle szubsztratot hasaiah kisérletekhez, milyen
eltér megkozelitéseket és paramétereket alkalmaztalsardét publikadcidkban, azonban

a sokszor nem megfetepontossadg és a korlatok miatt a terilet tovabbatiésara van

szukseég.

Munkdm célja az irodalomban felleldetlignocellulézok enzimes hidrolizisét leird

modelleknél jobb egyezést mutatd 6sszeflggeés kidakp.
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3.Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt anyagok és reagensek

3.1.1 A hidrolizishez hasznalt szubsztrat és enzimek

Az enzimes hidrolizis kisérleteit buzaszalma szugm végeztem el. Ennek az
elékezelése a spanyolorszagi CIEMAT kutatéintézetbetiéntt Az extrazido Bmérséklete
68°C volt, katalizatorként 7,5 g NaOH-ot alkalmazid}0 g szarazanyaghoz. Dolgoztam
telies ebkezelt anyaggal (Whole Slurry - WS) és mosott edbsftVet Washed Solid -

WWS) is. A mosas célja az oldhato6 cukrok eltavedtaolt.

A hidrolizishez aNovozymes Cellulosic Ethanol Enzyme Kit - Cellulaseptex NS22086

kereskedelmi enzimkészitményt hasznaltam.

3.1.2 A mérésekhez hasznalt oldatok és reagensek
Acetat puffer (0,05 M, pH 5)

Az oldatot az enzimes hidrolizis soran hasznaltahafpH biztositasahoz. Elkészitésekor
2,85 ml ecetsavat adtam 900 ml desztillalt vizheajd az oldat pH-jat 10%-0os NaOH
oldattal (10 g NaOH 90 ml desztilldlt vizben feldd 5-re Allitottam be. Az oldat
térfogatat mé&lombikban 1000 ml-re egészitettem ki desztillaltzel, és ellefriztem a
bedllitott pH-t. A puffer eltarthatosaganak novelédrdekében egy spatulahegynyi
Thimerosalt adtam hozza, mivel igy a hidrolizisasonvisszaszorithatd a reakcidelegy

beferbzédése.

DNS-reagens

A redukalocukor-tartalom fotometrias meghataroz@sakalmas reagens mérgez
vegyulet, elkészitésekor és felhasznalasakor guezifg viseltem. 10g 3,5-
dinitroszalicilsavat (DNS) 500 ml 2 m/m %-0s NaOlaiban oldottam fel. Melegités
(50-60°C) és folyamatos keverés mellett 200 g HyigiZes K-Na-tartaratot, 0,5 g NaOs-

ot, majd 2 g fenolt adtam hozza. Az oldatotilése utan mé&tombikban desztillalt vizzel
1000 ml-re egészitettem ki. A DNS-reagens narangasszifi, fény hatasara bomlik,
ezeért szobatmérsékleten barna lUvegben taroltam, felhasznatds ledrom napig allni

hagytam.
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0,01 M standard glukdz oldat

V4

glukdzt desztillalt vizben feloldottam, majd ré@mbikban a térfogatat 100 ml-re

egészitettem ki. Az igy kapott oldatot felhaszriglastoszekrényben taroltam.

3.2 Az enzimes hidrolizis soran alkalmazott moédszerek

3.2.1 A kisérletek tervezése

Az eldkezelt buzaszalma hidrolizise a folyamatot befa@dontosabb paraméterek, a
szubsztratkoncentracié és az enzimdézis beallfkésuinvaltoztatasa mellett tortént 3

teljes faktorterv szerint. Szubsztratonként haramtmumpontbeli beallitast készitettem
(4,2 FPU/g enzimdézis, 5% szubsztrattartalom), ds a harom mérési eredmény
atlagaval szamoltam. Mivel az itt mért értekek riéntek el jelerisen egymastol, a tobbi
pontban mért eredményt is elfogadhatonak tekinmtetfez tobbi bedllitds a centrumponttol
felfele vagy lefele tért el a szubsztratkoncenttdchz enzimdolzis vagy mindkétt

tekintetében. Az egyes bedllitasok adatait a 2azabtartalmazza.

2. tablazat
A kisérleti beallitasok

Mosott rost Teljes ebkezelt anyag
2,5 3
WIS? % 5 5
7,5 7
Enzimdozis ig
FPU/gWIS 5’ 6

! Filter Paper Unit: drdpapir-lebonté aktivitasi egység
2 Water Insoluble Solid: vizben nem oldhaté szarpagsartalom

3.2.2 A kisérletek kivitelezése

A reakcioterfogat minden esetben 50 ml volt, az esgyeakcidelegyeket 100 ml-es
csavaros Uvegben folyamatosan razattam allandoultdezamon (150 rpm) és
hémérsékleten (50°C), 0,05 M acetéat pufferben (pHBPran keresztil. A mintavétel 0,
4, 8, 24, 48 és 72 ora elteltével tortéent 2 ml-ppdhdorf-csdvekbe, majd centrifugaltam
6ket abbol a célbdl, hogy az oldhatatlan szubszt@tavolitsam (10 min, 13000 rpm).

Ezutan kétféle médszerrel mértem a feltiliszoé caktadimat.
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3.2.3 DNS-reagens kalibralasa, redukalocukor-tartaloméseer

Az alkalmazott DNS-reagenst a meghatarozanddé mindukaldécukor-tartalmanak
mérése éltt ismert koncentraciéju oldatokkal kalibraltammty/ml-es glikéz térzsoldatbdl
0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 és 1,4 ml-t kémcsteckbértem, majd desztillalt vizzel
mindegyiket 1,5 ml-re egészitettem ki. A referemgrgta (vak) 1,5 ml desztillalt viz volt.
Minden mintahoz 3,0 ml DNS-reagenst adtam, majdersne forrasban Iév vizbe
helyezteméket, mely alatt lejatszodott a szinreakcié a ngoportok aminocsoportokka
redukalodasa kovetkeztében. Miutan dledk, 16-16 ml vizet adtam a mintdkhoz, és
homogenizaltanbket. A vak mintaval szemben 550 nm-en mértem azambanciat. Az
igy kapott értékek alapjan készitettem el a DN$@na kalibracidés egyenesét, melynek
egyenlete:

A, =mlic+Db,

ahol Assp az 550 nm-en mért abszorbanaaz egyes oldatok koncentraciéja (mg/mt),

az egyenes meredekséggedig a flgdleges tengelymetszete.

A redukd@locukor-tartalom méréséhez a mintavétépadtjatol fligdgen higitottam az
egyes mintakat, hogy az abszorbancia majd a mégtaltomanyba essen. Ezutan a DNS-
adatokbol a kovetkézosszeflggés segitségével szamoltam ki a mintakkééatukor-
tartalmat:

m

RC= (D,

aholRC a redukaldcukor-tartalom (mg/mD), a minta higitasa a mérestel

A modszer dnye, hogy gyors, egysZerigy rovid id alatt tajékozodhatunk az egyes
mintdk redukalécukor-tartalmat illggn. Hatranya azonban, hogy nem képes kulonbséget
tenni a redukald cukrok kozott (cellobidz, glukéaloz, arabindz, stb.), illetve, hogy
kevésbé pontos, mivel minden redukalé komponernslad(a nem cukorkomponensek is),
igy ebzetes, kozelft eredmeényeknek tekintlidt a kapott adatok. Ezt a mérést minden
minta esetében elvégeztem. A modellalkotashoz amombglikdéz koncentracidjara volt
sziikségem, igy ezt a modszert csdketes tajékozodasra hasznéltam, és elvégeztem az
dsszes minta HPLC-analizisét is.
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3.2.4 HPLC-analizis

A modellezéshez az egyes mintak glikézkoncentrd@Eojvan szikség, ennek
meghatarozasdra a HPLC-analizis alkalmas. Me¢fdigditas és 0,4pbm porusmeérei
szirén vald ats#irés utan 1,5 ml-es HPLC-csovekbe fecskendeztemifiseobdl vett
mintakat, majd a meéreésig fagyasztva taroléat. A HPLC-analizis soran az elvalasztas
65°C-on Aminex HPX-87H (300*7,8 mm, Bio-Rad, Hercul€A, USA) kationcserél
kolonnan tortént. Az analitikai kolonna 6#l Cation-H (Bio-Rad) éitétkolonnat
alkalmaztunk. Az eluens 5 mM,BQO, volt 0,5 ml/min aramlasi sebességgel, a detektalas
térésmutato-mérés alapjan toértent (Shimadzu RID-11apan). A HPLC-analizis soran a
feltlusz6 cellobidz-, gliukéz-, xiloz- és arabindraéma is meghatarozasra kertlt (3. dbra),

de ezek kozll csak a glikozra vonatkozé eredménysznaltam fel a modellezéshez.

myv
1Detector A 2 3
100 1 4
o \ 4 aN7AN \4
] VAT AAA A
00 50 100 150 200 250  min
3. abra

HPLC-standard kromatogram,
a csucsok sorrendben: 1 - cellobidz, 2 - glikézxi®z, 4 - arabinéz
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3.3 A modellalkotas soran hasznalt eszk6zok

Elséként irodalombdl vett modelleket [6] vizsgéltam @bl szempontbdl, hogy hogyan
teljesitenek a korabbi és sajat kisérleti eredmia@tydletéen. Mindkét, a tanulmany altal
megadott Osszefliggésben a flggetlen valtozé a lizidradeje, a fug§ valtozé a
gluikdzkoncentracio, a kezdeti értékek pedig azradakis és a szubsztratkoncentracio. Az

egyik el$rendi reakcidénak feltételezi a cellulaz inaktivalodaséat:

7= o] EHl_ 1—exp(—kde1t)}k2’kdﬂ} |

1+ (Ko/[Eq

a masik masodreiridek:

[P]=[sola{1{1+—mKe[EO] kdezt]kzl(K M},

Ke*1Eo

ahol [P] a glukézkoncentracié (g/l),t a hidrolizis ideje (h),[Sg a kezdeti
szubsztratkoncentracié (g/L)[Eo] az enzimdozis (FPU/g WIS); a regresszidval
meghatarozand6 konstansok pedg egyensulyi allandé (g/L)k. termékképédési

allandé (RY), tovabba az elsendi 6sszefiiggés esetébkms (h™) a masodrenthél kge:
(L/(hg)).

A paraméterekeMatlab 7.1 programmal Curve Fit Too) hataroztam meg a kisérleti
eredmények egy sorozata alapjan. Ahol rendelkeZdisaés megfeled adatok, ott masodik
illesztést is végeztem egy masik adatsorra. Az niggghatarozott konstansokkal kapott
Osszefliggéseket alkalmaztam a t6bbi beallitasrahisez az abrakatlicrosoft Excdel
készitettem el, és ugyanitt az illesztés josagéliéstriziem az R értékének segitségével.
R?a lineéris korrelaciés egyitthaté (R) négyzete:

R= Zi(xi _;Xyi _g’) ’
Vb -xf 2 -yf

ahol % és y a két adatsor értékei (ez esetben a modell dttedjelzett adatok és a kisérleti

eredmények) x ésy pedig atlagértékek. Minél kézelebb vad Rhez, annal jobb az

illeszkedés.
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Bar a modellt eredetileg buzaszalma szubsztrattgizeté kisérletek soran alkottak,
korabbi, kukoricaszarral végzett hidrolizis eredgevel is elvégeztem az illesztést.
Ezeket a kisérleteket a Budapesti iddaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Vegyészmérnoki €s Biomérnoki Karanak Non-food kwsdportjaban Drahos Eszter
végezte Dr. Szengyel Zsolt témavezetésével. A koksrarat zrobbantassal kezelték
el6 190°C-on 5 percig az olaszorszagi ENEA kutatoetiézn. A teljes ékezelt anyag
reakcidelegyének vizben nem oldhaté szarazanytajrter (WIS) az egyes kisérleti
bedllitasoknal 2, 4, 6, 8 és 10%, az enzimddzikérpedig minden esetben 14 FPU/g

szubsztrat volt.

A modellalkotashoz szintén az emlitett, a kiséklst@ran kapott eredményeket hasznaltam
fel. A modell kidolgozdsa sordn célom az volt, hogyglikézkoncentracio dibeli
alakulasat irjam le egy minél kevesebb illesztéssgjhatarozand6 parameétert tartalmazo
differencialegyenlet segitségével, tehat a termekides sebességét fejezzem ki. A
paraméterek szama azért korlatozott, mert 5-6 Iktsgront all rendelkezésemre, ennyi
mintavétel tortént, és ennél tdbb vagy ezzel meg®gyzamu paraméter esetén tokéletes

illeszkedést kapnék.

A fenti modellhez hasonloan fuggetlen valtozondkdrolizis idejét, a fligg valtozonak a
glukézkoncentraciot, a kezdeti értékeknek pedig amnzimdozist és a
szubsztratkoncentraciot véalasztottam. Figyelembdétewe az irodalomban fellelhit
kordbbi tapasztalatokat, mint példaul a glukézkot@eio-idd gorbék alakjat, azt, hogy a
reakciosebesség csokken azé idelorehaladtaval, az enzimkoncentracié és a
szubsztratkoncentracié novelésével ndvekszik. Mihde aBerkeley Madonnarogramot
hasznaltam, ami a kisérleti eredményekre téri@asztés mellett lehéséget ad arra is,

hogy az egyes valtozok hatdsat megfigyeljem a natgédszefliggésen.

A kidolgozott modell harom paramétert tartalmazkegrtékeinek kezdetben teikges
szamokat adtam meg. A megoldasként kapott, a gkaik@entracié alakulasat azoéid
fluggvényében abrazol6 gorbét illesztettem a kiséegledményekreBerkeley Madonna
programmal Microsoft Excelsegitségével meghataroztam az illesztés pontdssagpl a
tobbi beallitas, azaz kulonb®zszubsztratkoncentraciok esetében is megvizsgaitam
Osszefliggést a kapott konstansokkal.
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4.Eredmények és értékelésiik

4.1 A buzaszalmaval végzett kisérletek eredményei

A buzaszalma esetében mosott rosttal és tefgeztlt anyaggal is dolgoztam. A mosott
rostra kapott glikoézkoncentraciokat (HPLC-analizis) 3. tabldzat tartalmazza, a
diagramok pedig az azonos enzimdoézishoz tartozdlithsédk eredményeit abrazoljak
(4-6. abra).

3. tablazat
A hidrolizis soran felszabadult glik6z mennyiségesatt rost esetén (g/l)
T 28 42 56
Idé (h) WIS (%) WIS (%) WIS (%)
2,5 5 7,5 2,5 5 7,5 2,5 5 7,5

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 1,3 3,1 4,2 2,5 4.7 7,4 1,8 4,2 54
8 2,0 4.6 6,2 3,6 7,6 12,3 2,3 6,5 7.4
24 4,1 10,8 16,5 6,2 13,9 23,2 5,4 11,8 20|11
48 5,7 13,8 22,5 7,4 17,1 27,8 7,1 14,9 26(4
72 7,0 16,4 26,8 8.4 18,6 30,8 8,1 17,0 30)9

A teljes ebkezelt anyagra kapott glikdézkoncentraciokat a #lawzat tartalmazza, a
diagramok pedig a mosott rosthoz hasonléan az azenoimddzishoz tartozd beallitAsok

eredményeit dbrazoljak.

4. tdblazat
A hidrolizis soran felszabadult glik6z mennyiséggs ebkezelt anyag esetén (g/l)
SRR 28 42 56
1dé (h) WIS (%) WIS (%) WIS (%)
3 5 7 3 5 7 3 5 7
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 2,6 3,7 17,9 3,3 4,5 17,0 3,7 4.5 16,
8 3,5 5,2 18,4 4,6 6,6 19,2 5,6 7,4 20,4
24 6,5 10,9 11,0 9,2 16,7 13,4 11,2 20,8 18{5
48 8,3 19,5 18,0 10,8 22,7 n.a, 11,9 23/4 28,8
72 8,7 22,4 22,3 12,1 23,6 25,5 12,( 24, 36(8
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4. abra
Mosott rost enzimes hidrolizise soran felszabagliik6z mennyisége
2,8 FPU/g enzimdozis esetén
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5. &bra
Mosott rost enzimes hidrolizise soran felszabagliik6z mennyisége
4,2 FPU/g enzimdozis esetén
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6. abra
Mosott rost enzimes hidrolizise soran felszabagliik6z mennyisége
5,6 FPU/g enzimddzis esetén
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7. abra
Teljes ebkezelt anyag enzimes hidrolizise soran felszabayiukidz mennyisége
2,8 FPU/g enzimdozis esetén
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8. &bra
Teljes ebkezelt anyag enzimes hidrolizise soran felszabayiukidz mennyisége
4,2 FPU/g enzimdozis esetén
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9. abra
Teljes ebkezelt anyag enzimes hidrolizise soran felszabaiukidz mennyisége
5,6 FPU/g enzimdézis esetén
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A gobrbék lefuthsa az esetek tobbségében a vartnekfeteben alakult, azaz
meredekséguk a hidrolizistethaladtaval cstkkent. A teljekézelt anyagnal azonban a
legnagyobb,

7%-0s vizben nem oldhaté szarazanyagtartalmakregefiott kisérleti pontokrdl a fenti
megallapitas nem mondhaté el. Mivel mindharom eseth kiugro érték a 24 oras
mintavételldl szarmazik, igy ennek oka lehet szisztematikug,hiigldaul rossz higitas a
méréseknél. A modellek paramétereinek meghatarnabgy ezeket a pontatlan adatokat
nem hasznaltam fel az illesztéshez, és nem isnakahm rdjuk a kapott 6sszefliggéseket,

bemutatasuktoél viszont nem tekintettem el.

4.2 Az irodalmi modellek vizsgalatanak eredmeényei

Az elkbvetkedkben az irodalmi modellek illeszkedését mutatombbeaszalma (mosott
rost, teljes dlkezelt anyag) és kukoricaszar enzimes hidrolizisénért adataival, majd az
eredményeket értékelem. Az abrakon a folytonos lv@ai azt az adatsort, amelynek
értékeire az illesztést elvégeztem, a szaggatatiala& pedig a regresszidval kapott
paraméterekkel felirt Osszefliggések A&ltal meghzoéiro ebrejelzések adott
szubsztratkoncentraciok esetén. Az értékelésegitése érdekében minden nyersanyagra

tablazatosan foglaltam 6ssze dzéRékeket.

4.2.1 A buzaszalmaval végzett kisérletek eredményeirubdaesztés

4.2.1.1 A mosott rosttal végzett kisérletek eredményeip@@aillesztés

Az elsrendi modell esetében az azonos enzimddzisokhoz tabeealfitdsok kozil az 5%-
0s és a 7,5%-0s szubsztrattartalomhoz tartozé énmeglrkre is elvégeztem az illesztést.
Ennek az volt az oka, hogy ugyanésigrban a centrumbeallitasokra totiéegressziot
kivantam vizsgalni, a kozépsadatsorokra valo illesztés tobb esetben is alslidex a
legnagyobb szubsztratkoncentraciohoz tartozé éketkeédz egyes bedllitAsok kozll az
5%-0s adatsorra illesztett modell paramétereiv@ 8 FPU/g enzimddzis esetén kapott
diagramot mutatom be (10. abra).
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10. abra
Az elrendi reakciot feltétela 6sszefliggés illesztése 2,8 FPU/g enzimddzis esetén

5. tblazat
Az R*értékek a mosott rost kisérleti eredményeire édsirendi reakciot feltételey
modell ebrejelzésére vonatkozdan (5%-0s sorozatra torltasztés)

WIS (%)
2,5 5 7,5
2.8 | 0,0904| 0,0958 0,994%
42 |0,9877/0,9935] 0,9803
56 |0,9901] 0,9982| 0,997§

Enzimdozis
(FPU/g WIS)

A tablazatokbdl lathaté, hogy az 5%-os adatsorotdetérs illesztés 5,6 FPU/g
enzimdozisnal bizonyult a legjobbnak, mig a cenpantban (5% WIS, 4,2 FPU/Q)
kaptam a legkisebb Rertékeket. 4,2 FPU/g enzimddzisnal a 7,5%-o0s adatsnem
illeszkedett jol az 5%-0s paraméterekkel felirtzé$dgges, az ezen adatokra elvégzett
illesztés azonban mar jobb eredményt ad, hisze &RBU/g-hoz tartozé (6. tablazat)-R
erték 0,9960, és 2,5 illetve 5% WIS esetén is @lkor

6. tAblazat
Az R*értékek a mosott rost kisérleti eredményeire éxdgirendi reakciot feltételes
modell ebrejelzésére vonatkozodan (7,5%-0s sorozatra itlEsztés)

WIS (%)
2,5 5 7,5
Ergimdbais 2,8 | 0,0985] 0,093¢ 0,9967
(EPUIG) 42 |0,9957| 0,9964 0,9960

5,6 0,9931| 0,9863 0,9944
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Osszehasonlitottam tovabb4 az egyes adatsorokrad \késztésekkel kapott
paraméterértékeket. Ezzel az volt a célom, hogyvimegaljam, mennyire egyeznek a
kilénb6d eredményekkel meghatarozott konstansok, azaz vismetség egy tébb
enzimdozis esetén is jol teljgsiparaméterharmas megadasara. A modell ugyanis annal
megfelebbb, minél alkalmasabb a tényéz széles korében pontosoémdjelzésre. A

regresszioval meghatarozott konstansokat a 7.zaibiartalmazza.

7. tablazat
A kulonbo® illesztésekkel kapott paraméterek
Enzimddzis FPU/g 2,8 42 5,6
) WIS (%) WIS (%) WIS (%)
P k
arametere 5 75 5 75 5 75
Ke 4872 2384 9950 405,1 9928 9530
Ko 22,53 10,23 42,77 1,476 39,5 41,07
Kde1 0,035 0,027 0,049 0,029 0,055 0,053

Megallapithatd, hogy a centrumpontbdl (5% WIS, ERU/g) kapott paraméterek az

enzimdozis valtozasat is jol kovetnék, kalonosénFRU/g enzimddzis esetében.

A masodrent reakciot feltételez dsszefliggés esetén az illesztéssel és az éraidelés
szintén a fent leirtaknak megféleh jartam el. A diagramok koézil a 7,5%-0s adatsorra

illesztett modell paramétereivel az 5,6 FPU/g enldinis esetén kapott diagramot mutatom
be (11. 4bra).

©2,50% A 5,0% m7,50%

glukézkoncentracié (g/l)

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72
hidrolizis ideje (h)

11. dbra
A masodrend reakciot feltételek 6sszefiigges illesztése 5,6 FPU/g enzimddzis esetén
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8. tblazat
Az R*-értékek a mosott rost kisérleti eredményeire @gisodrend reakciot feltételey
modell ebrejelzésére vonatkozoan (5%-0s sorozatra toriléasztés)

WIS (%)
25 5 75
- 28 | 0,0968] 0,9963 0,9944
Egﬂ;ndv?ﬁg 4,2 0,0895| 0,9996| 0,981(
(FPU/g WIS) 56 | 0,9964| 0,9969] 0,9960
0. tablazat

Az R*-értékek a mosott rost kisérleti eredményeire @gisodrend reakciot feltételey
modell ebrejelzésére vonatkozoan (7,5%-0s sorozatra titlEsztes)

WIS (%)

25 5 75
- 28 | 0,0985 0,993€ 0,9967
(Egﬂgd\%; 4,2 0,9957| 0,996¢ 0,9960
56 | 0,9931| 0,0869 0,9944

A 8. és 9. tablazatokbdl, melyek aZ-&tékeket foglaljgk 6ssze, jol lathatd, hogy 2,8

FPU/g enzimddzisndl mindkét adatsor jél illeszkedilig 5,6 FPU/g esetében az 5%-0s

adatokra illesztett modell teljesit jobban, ami BRU/g-ndl itt is jelerdtsen alulbecsili a

kisérleti eredményeket. Igy a centrumpontra valtes#tés itt sem bizonyul a

legmegfeledbbbnek.

A maésodrentl reakciot feltételez modell az irodalomban leirtaknak megféési

alkalmasabbnak bizonyult az enzimes hidrolizis sdedszabadul6 glik6z mennyiségének

elérejelzésére az Reértékek alapjan.

A paraméterértékeket a 10. tablazat foglalja 6ssze.

10. tablazat
A kulonbos illesztésekkel kapott paraméterek
Enzimdoézis (FPU/g WIS) 2,8 4,2 5,6
0 0 0
S WIS (%) WIS (%) WIS (%)
5 7,5 5 7,5 5 7,5

Ke -0,143 -0,287 -0,251 -0,102 0,509 0,48]
Ko 0,016 0,012 0,0251 0,017 0,036 0,03]
Kde2 -0,645 -0,183 -0,747 -0,624 0,473 0,442
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4.2.1.2 A teljes ebkezelt anyaggal végzett kisérletek eredményeiruddapesztés

A legnagyobb szubsztratkoncentracio (7%) mellettitaorokat a mar emlitett okok miatt

nem dolgoztam fel az illesztéseknél, igy ezek reszerepelnek az abrakon.

Az elsrendi reakciot feltételez modellnél a centrumbeallitas eredményeihez
(4,2 FPU/g, 5% WIS) tartozé adatsorra illesztve atmttam meg a paramétereket.

Pontozott vonallal jeléltem a 7%-0s WIS-értékhezosd, modell altali éirejelzést (12.
abra).
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hidrolizis ideje (t)
12. &bra
Az elrendi reakciot feltételef 6sszefliggés illesztése a centrumbeallitas eredgimény

A masodrend reakcitt feltételeZ 6sszefliggés esetében a fentihez hasonléan jar(@d. e
abra).

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
hidrolizis ideje (h)

13. abra
A masodrend reakciot feltételez 6sszefliggés illesztése a centrumbeallitas eredsimény
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11. tablazat
Az R*értékek a teljes ékezelt anyag kisérleti eredményeire és adrefsdi reakciét
feltétele®d modell ebrejelzésére vonatkozoan (5%-0s sorozatra térlasztes)

WIS (%)
3 5
2.8 0,0436| 0,9923
4,2 0,9828| 0,9984
5,6 0,9754| 0,9976

Enzimdoézis
(FPU/g WIS)

12. tablazat
Az R*értékek a teljes ékezelt anyag kisérleti eredményeire és a masotneakciot
feltételed modell ebrejelzésére vonatkozoan (5%-0s sorozatra térasztes)

WIS (%)
3 5
2.8 0,9434] 0,9920
4,2 0,9842| 0,9883
5,6 0,9399| 0,9726

Enzimdoézis
(FPU/g WIS)

A 11. és 12. tablazatokbdl a mosott rostra kapettiményekkel ellentétes kdvetkeztetést
vonhatunk le. A masodrefidreakciot feltételez modell ugyanis kevésbé teljesit jol
blzaszalma szubsztrat esetén, mint aredslit feltételesd 6sszefliggés. A kulonbéz
viselkedés oka a szubsztratok ditkezelése lehet, és arra utal, hogy a modell aélebb

ered kulonbségeket nem tudja megféleh kezelni.

4.2.2 A Kkukoricaszarral végzett kisérletek eredményeapalb illesztés

A kukoricaszar enzimes hidrolizisének rendelkezésebocsatott adatait (13. tablazat,
Non-food kutatocsoport) hasznaltam fel azzél fejezetben bemutatott modellek

vizsgalatahoz.
13. tablazat
A hidrolizis alatt keletkezett glik6z mennyiség8)(g¢nzimddzis: 30 FPU/g
. WIS (%)
dé (h) —5 4 6 8 10

0 0,0 0,00 0,0 0,0 0,0
3 2,5 4,20 | 6,6 7,9 9,2
6 3,9 6,9 9,8 12,2 14,1
24 55 10,8 | 15,3 19,9 25,9
48 59 11,2 | 16,5 21,4 27,6

A fenti eredményekkel is elvégeztem az illesztéselkeminden esetben a 6%-0s WIS

adataival hataroztam meg a paramétereket.
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A 14. abra a mintavételi éghontokban meért glikézkoncentraciok mellett azdrdadi
reakciot feltételed modell ebrejelzéseit mutatja. Mar a gorbék lefutdsabdl felezhed a
megfeleb illeszkedés.
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hidrolizis ideje (h)
14. &bra
Az elrendi reakciot feltételaz 6sszefliggés illesztése,
paraméterek: k= 16490; k= 25,08; k= 1,452
A 15. dbra a masodretideakciot feltételaz modellre vonatkozik. A diagram alapjan
megallapithatd, hogy ez az 6sszefliggeés is jol kbaekisérleti eredményeket, azonban itt
mar nagyobb az eltérés, mint azzél esetben. A publikacido [6], ahonnét a modell
szarmazik, ez utobbit taldlta pontosabbnak. Az ssthen tapasztalt eltérés oka lehet az,
hogy a cikkben bluzaszalma szubsztratot vizsgéhal, ezek az adatok kukoricaszarra
vonatkoznak.
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15. abra

A masodrend reakciot feltételez 6sszefliggés illesztése,
paraméterek: k= 2,683; k= 0,483; lge= 5,852
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A fentiek alapjan megallapithatd, hogy ez az irodgdlan kdzolt modell korlatokkal
ugyan, de j6 élrejelzést ad. A korlatok kozé tartozik, hogy kulomb szubsztratok

esetében eltdrpontossaggal tikodik.

A szamitott R-értékek (14. tablazat) is a fenti megallapitasagaroljak, azaz azt, hogy
kukoricaszar esetében azétndi 6sszefligges jobban teljesit a masodiaatd Ezt még
jobban nyomatékositja az, hogy azdeésetben mindenRérték nagyobb az ugyanazon

szubsztratkoncentracidhoz tartozénal.

14. tablazat
Az R*értékek a kukoricaszarral végzett kisérleti ereuyakre
és a modell érejelzésére vonatkozoan

WIS (%)
2 4 6 8 10

Elsérendi reakciot feltételez 6sszefiiggés| 0,9924),9889| 0,9931| 0,9889| 0,9754

Masodrend reakcioét feltételez 6sszefliggés 0,9798,9706| 0,9844| 0,9789| 0,9666

4.3 A sajat modell és vizsgalatanak eredményei

Az elbzé fejezetben ismertetett modszerekkel megalkotaizéfsiggés a kovetkéz

dG _ [E]+k,[c] (kz _ k3[G]j,

dt  [G]+1 cl+1

ahol [G] a glukdzkoncentracio (g/l}, a hidrolizis ideje (h)[C] a szubsztratkoncentracio
(g/L), [E] azenzimdodzis (FPU/Q); a regresszidval meghataroz&ondétansok pedify;, ks
ésks, melyek az illesztés paraméterei, nem rendelkefiniédai jelentéssel.

A felirt Osszefliggés illesztése a kisérleti eredraknegy sorozatara szintéerkeley
Madonnaprogram segitségével tortént (16. abra).
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16. abra
Berkeley Madonna — gorbeillesztés

Kukoricaszar esetében a modell megtialilleszkedik a kisérleti eredményekred<ior

a 6%-0s szubsztrattartalom sorozatara végeztenregirassziot (17. 4bra), majd mivel a
legnagyobb szubsztratkoncentraciéhoz tartozé éredladulbecsilte, megvizsgéltam, hogy
a 10%-o0s sorozatra jobb illeszkedést kapok-e (di&)a

30 1 ®2% W4%  A6% 8%  +10% .
= L 2
a 25 - . cm— —
~— — —
3 a— —_——
\@© 20 1 — - —
2 ~
N — —
O 10 - — S—
X —
=) /. —
e ,'i" - -
0 T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48
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17. abra

A modell illesztése a kukoricaszarnal kapott eretye&re,
parameéterek: k= 25,289, k= 0,008, k= 0,019
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18. abra

A modell illesztése a kukoricaszarnal kapott eretyekre,
paraméterek: k= 11,245, k= 0,023, k = 0,050

Az R*értékeklsl kiderilt, hogy a 6%-0s sorozatra toménllesztés 6sszességében
pontosabb (15. tablazat), nagyobb szarazanyadetamtal viszont a 10%-ossal kapott
paraméterek adnak jobb eredményt.

15. tablazat
Az R*-értékek a kukoricaszarral végzett kisérleti erauynkre
és a modell érejelzésére vonatkozoan

WIS (%)
2 4 6 8 10
Illesztés a 6%-0s sorozatra 0,9890 0,9{ 0,9955| 0,9915 0,988|L
lllesztés a 10%-0s sorozatra 0,9774 0,9878 0,9966 28, 0,9884

A modell tehat kukoricaszar esetében jobban téljesnt buzaszalmanal, ami kdvetkezhet
az eltéé szubsztrattulajdonsagokbol. Ugyanakkor az is nhegidhatd, hogy az altalam
kidolgozott modellben kukoricaszar szubsztratnal Rfzértékek nagyobbak, mint az
irodalmi modell ugyanazon sorozatara toétéilesztésnél. A centrumbeallitas (6% WIS)
esetében az irodalmi modelleknél ezek az érték&3Q, illetve 0,9844, a sajat
osszefliggés 0,9955-65-Brtéket ad, tovabba a 2%-os WIS kivételével mihdéqobb
eredmeényt szolgaltat.

Ezek alapjan megallapithaté, hogy az altalam kiolodit mobdszer alkalmasabb
kukoricaszarbol, mint lignocellul6z biomasszabdh#ulé masodik generaciés bioetanol-
elééllitas soran a glikézkoncentracio alakulasanéketés meghatérozasara az enzimes
hidrolizis ideje alatt, és ezaltal megfelel annakétnak, hogy hozzajaruljon az eljaras
hatékonyabba tételéhez. A modszer tovabbfejleszth@nennyiben fizikai jelentéssel
rendelked, szubsztratra jellenéz paramétert épitek be az 6sszefliggésbe, debgém

nyilik a modell finomitasara, kiterjesztésére.
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5. Osszefoglalas

Munkam soran célom a masodik generacios bioetdtalliéas hatékonysaganak novelése
volt az enzimes hidrolizis kinetikdjanak modelletéelhasznalva eszkoziil. Attekintettem
a vonatkozé irodalmat, és megallapitottam, hogglkalmazott modellek nem megféiel
pontossaggal irjdk le a folyamatot, vagy csak bypsnkorlatok mellett képesek erre.
Célom egy, az irodalomban fellelbetmodelleknél jobb egyezést mutatd 6sszeflggeés

kidolgozéasa és validalasa volt.

A modellalkotashoz a kiindulasi adatokat a Non-fdadatécsoportban kukoricaszarral
végzett korabbi, valamint extrudalt buzaszalma reesi hidrolizisének sajat kisérleti
eredményei szolgaltattdk. A mérésekhez kisérlatretekészitettem, ez a kulonkitz
bedllitAsok enzimddzisat és vizben nem oldhatéagaayag-tartalmat foglalta magaban.
Az eredmények felhasznalasaval megalkottam egy rémpi modellt, mely a glikoz
képzydésének sebességét leird differencialegyenlekdvaiben a létrehozott 6sszefliggés
elérejelzésének pontossagat 6sszehasonlitottam irodalmdellek ugyanezen kisérleti
eredményekre kapott illeszkedésével. Kimutattangyhaw altalam kidolgozott modellben
kukoricaszar szubsztratnal az’-&tékek ugyanazon sorozatra tottérillesztésnél
nagyobbak, mint az irodalmiak. A centrumbeallité®& (vizben nem oldhaté szarazanyag-
tartalom) esetében az irodalmi modelleknél &zéféke 0,9931 illetve 0,9844, a sajat
osszefiiggés 0,9955-6%-Brtéket ad, tovabba egy kisérleti beallitas kiééel mindenhol

jobb eredményt szolgéltat.

Ezek alapjan megdéllapithatd, hogy az &ltalam kiolodgt mddszer a vizsgalt irodalmi
modelleknél alkalmasabb kukoricaszarbdl, mint liggituléz biomasszabdl kiinduld
masodik generacios bioetanob&litas soran a glikozkoncentracio alakulasanékegds
meghatarozasara az enzimes hidrolizis ideje &atbzaltal megfelel annak a célnak, hogy
hozz4jaruljon az eljaras hatékonyabbd tételéhez. mAdszer tovabbfejlesztitet
amennyiben fizikai jelentéssel rendelégszubsztratra jellenbzparamétert épitek be az

osszefliggésbe, igy lehségem nyilik a modell finomitaséara, kiterjesztésére
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